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高效液相色谱法测定小儿热速清口服液中
绿原酸、黄芩苷和葛根素
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摘　要：用高效液相色谱法测定一种中成药“小儿热速清”口服液中的绿原酸、黄芩苷和葛根素
含量。采用Ｚｏｒｂａｘ　ＳＢ－Ｃ１８色谱柱分离，以不同比例混合的甲醇和乙酸－水（１＋９９）溶液为流动相，
进行梯度洗脱，在３２７ｎｍ波长处测定绿原酸、黄芩苷的含量，在２５０ｎｍ波长处测定葛根素的含
量。绿原酸质量浓度在３．０～３０．０ｍｇ·Ｌ－１范围内呈线性关系；黄芩苷质量浓度在２．７～
２７．０ｍｇ·Ｌ－１范围内呈线性关系；葛根素质量浓度在３．１～３１．０ｍｇ·Ｌ－１范围内呈线性关系。方
法的平均回收率为９９．５％，９９．８％，９９．３％，相对标准偏差（ｎ＝６）分别为０．８８％，０．８４％，１．０％。
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　　小儿热速清口服液是由柴胡、黄芩、板蓝根、葛
根、金银花、水牛角、连翘、大黄等多味药材加工制
成，具有清热解毒、泻火利咽的功效，用于小儿风热
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感冒、发热头痛、咽喉红肿、鼻塞流涕、咳嗽、便秘等
症。研究表明：黄芩中含有大量黄酮类化合物，如黄
芩苷，具有抗氧化、抗肿瘤、抗病毒和抗变态［１］等生
物活性。绿原酸为金银花中的有效成分，具有抗氧
化、抗肿瘤、抗菌、抗病毒等生物活性［２］。葛根素为
葛根中的有效成分，具有降血压、降血糖、抗肿瘤、免
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疫调节等作用［３］。目前，文献只报道了用高效液相
色谱法测定小儿热速清颗粒中黄芩苷的含量［４］。本
工作采用高效液相色谱法测定了小儿热速清口服液

中绿原酸、黄芩苷以及葛根素的含量，为该制剂的质
量控制提供了研究依据。

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００高效液相色谱仪。
对照品溶液：称取适量绿原酸和黄芩苷对照品

置于１００ｍＬ容量瓶中，分别用甲醇溶解并稀释至
刻度，摇匀，配成１００ｍｇ·Ｌ－１绿原酸的对照品储备
溶液和９０ｍｇ·Ｌ－１黄芩苷对照品储备溶液；称取适
量葛根素对照品置于１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇
（３＋７）溶 液 溶 解 并 稀 释 至 刻 度，摇 匀，配 成

１２４ｍｇ·Ｌ－１葛根素对照品储备溶液。
乙酸、甲醇为色谱纯，其它试剂均为分析纯，试

验用水为超纯水。

１．２　色谱条件

Ｚｏｒｂａｘ　ＳＢ－Ｃ１８色谱柱（３．０ ｍｍ×２５０ ｍｍ，

５μｍ）；柱温２５℃，进样量２μＬ；测定绿原酸和黄芩
苷的流动相：Ａ为甲醇，Ｂ为乙酸－水（１＋９９）溶液；
流量０．３５ｍＬ·ｍｉｎ－１；梯度洗脱程序：０～７．０ｍｉｎ，

Ａ为４０％；７．１～２０．０ｍｉｎ，Ａ由４０％增至６０％；检
测波长３２７ｎｍ。测定葛根素的流动相：Ａ为甲醇，Ｂ
为乙酸－水（１＋９９）溶液，流量０．３５ｍＬ·ｍｉｎ－１；梯
度洗 脱 程 序：０～７．０ ｍｉｎ，Ａ 为 ３８％；７．１～
１５．０ｍｉｎ，Ａ由３８％增至７０％；检测波长２５０ｎｍ。

１．３　试验方法
移取小儿热速清口服液１．００ｍＬ，用水定容至

１００ｍＬ容量瓶。使用时摇匀，静置，吸取上清液，经

０．４５μｍ的微孔滤膜过滤，按色谱条件进行测定。
按处方药的比例，配制不含黄芩、葛根、金银花的群
药，按其工艺制成空白制剂，再按供试品溶液的制备
方法制备阴性样品溶液。

２　结果与讨论

２．１　检测波长的选择
分别取绿原酸、黄芩苷、葛根素对照品溶液在波

长２００～４００ｎｍ范围内进行光谱扫描，结果发现：
绿原酸和黄芩苷在波长３２７ｎｍ处有很强吸收，葛
根素在波长２５０ｎｍ处有强吸收，在波长３２７ｎｍ处
吸收弱。试验选择绿原酸和黄芩苷的检测波长为

３２７ｎｍ，葛根素的检测波长为２５０ｎｍ。

２．２　流动相的选择
进行绿原酸和黄芩苷的测定时，由于绿原酸拖

尾严重，以甲醇－水溶液为流动相，考察了将乙酸溶
液加入到流动相对测定的影响，结果表明：在流动相
中加入乙酸（１＋９９）溶液，绿原酸的色谱峰峰形较
好。采用等度洗脱，不能使被测组分与样品中其它
组分达到基线分离。因此，试验选择流动相Ａ为甲
醇，Ｂ为乙醇－水（１＋９９）溶液，梯度洗脱。进行葛根
素的测定时，也采取上述流动相，色谱峰峰形较好，
经优化确定采用梯度洗脱的方式进行分析，洗脱程
序见１．２节。

２．３　阴性试验
在色谱条件下，分别取对照品、阴性样品溶液和

小儿热速清口服液样品溶液进行分析，色谱图见图

１和图２。

（ａ）　对照品

（ｂ）　小儿热速清口服液样品

（ｃ）　阴性样品

图１　绿原酸、黄芩苷对照品溶液（ａ）、小儿热速清口服液样品（ｂ）和

阴性样品溶液（ｃ）的色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ（ａ）ｍｉｘｅｄ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ，

（ｂ）ｓａｍｐｌｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ（ｃ）ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｓａｍｐｌｅ
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（ａ）　对照品

（ｂ）　小儿热速清口服液样品

（ｃ）　阴性样品

图２　葛根素对照品（ａ）、小儿热速清口服液样品（ｂ）和

阴性样品溶液（ｃ）的色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ（ａ）ｐｕｅｒａｒｉｎ，（ｂ）ｓａｍｐｌｅ

ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ（ｃ）ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｓａｍｐｌｅ

试验结果表明：阴性样品溶液与对照品溶液比
对在相同保留时间处，无待测组分的特征色谱峰出
现，故认为无干扰，方法可行。

２．４　标准曲线
将绿原酸、黄芩苷、葛根素的对照品储备液用甲

醇稀释，配成一系列的工作溶液，在选定色谱条件下
对对照品溶液系列进行测定。以峰面积对对照品溶
液质量浓度进行线性回归，得到三组分的线性回归
方程及相关系数，见表１。

表１　线性范围、线性回归方程和相关系数

Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ　ｒａｎｇｅｓ，ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎｓ

ａｎｄ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

组分
线性范围

ρ／（ｍｇ·Ｌ－１）
线性回归方程 相关系数

绿原酸 ３．０～３０．０　 ｙ＝１．６３×１０４ρ－０．４２　 ０．９９９　９
黄芩苷 ２．７～２７．０　 ｙ＝７．３７×１０３ρ－０．５３　 ０．９９９　９
葛根素 ３．１～３１．０　 ｙ＝２．３０×１０４ρ－１．２１　 ０．９９９　８

２．５　精密度与重复性试验
取各对照品溶液，在色谱条件下连续进样６次，

测定峰面积。计算得绿原酸、黄芩苷、葛根素峰面积
的相对标准偏差分别为０．６２％，０．４１％，０．５３％。
取同一批样品６份，按试验方法制得样品溶液，

在色谱条件下进行测定。计算得绿原酸、黄芩苷、葛
根素峰面积的相对标准偏差分别为１．８％，１．５％，

１．７％。

２．６　稳定性试验
取一份样品溶液，分别在０，２，４，６，８，１０，１２ｈ

按色谱条件进样测定。测得样品中被测组分峰面积
的相对标准偏差分别为１．３％，１．０％，１．２％。样品
溶液在１２ｈ内稳定性良好。

２．７　回收试验
移取 已 知 含 量 （２．６０５ ｇ·Ｌ－１ 绿 原 酸，

１．９３０ｇ·Ｌ－１黄芩苷和０．９０５ｇ·Ｌ－１葛根素）的小
儿热速清口服液０．５０ｍＬ，共９份，分别按已知含量
的６０％，１００％，１４０％３个水平加入绿原酸，黄芩苷
和葛根素对照品，按试验方法制得加标样品溶液。
进样测定，计算得绿原酸、黄芩苷和葛根素的平均回
收率分别为９９．５％，９９．８％，９９．３％，相对标准偏差
分别为０．８８％，０．８４％，１．０％。

２．８　样品分析
分别取３个不同批号的小儿热速清口服液样

品，按试验方法制备样品溶液，进样测定，样品中绿
原酸、黄芩苷、葛根素的测定结果见表２。

表２　样品分析结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ．２　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅｓ

样号

绿原酸 黄芩苷 葛根素

测定值

ρ／（ｇ·Ｌ－１）
ＲＳＤ
／％

测定值

ρ／（ｇ·Ｌ－１）
ＲＳＤ
／％
测定值

ρ／（ｇ·Ｌ－１）
ＲＳＤ
／％

１　 ２．６０５　 ０．８６　 １．９３０　 ０．６９　 ０．９０５　 ０．９３

２　 ２．５１８　 ０．９７　 １．７１６　 ０．８３　 ０．８６２　 １．２

３　 ２．３４６　 １．１　 １．８２２　 １．１　 １．１６３　 １．３
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［Ｊ］．天然产物研究与开发，２００６，１８：６９１－６９４．

［３］　夏华玲．葛根素的药理作用研究进展［Ｊ］．时珍国医国

药，２００６，１７（３）：４３４－４３５．
［４］　张海珠，周浓，李海峰，等．ＨＰＬＣ法测定热速清颗粒中

黄芩苷的含量［Ｊ］．亚太传奇医药，２００９，５（８）：５２－５３．
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